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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1. Einleitung

Das Prostatakarzinom ist das weltweit am zweithaufigsten diagnostizierte
Karzinom und die sechsthaufigste Karzinom-assoziierte Todesursache
unter Mannern [1]. Trotz der guten Uberlebensraten der niedrig dolenten
Tumore stellen insbesondere die Hochrisikokarzinome in der klinischen
und diagnostischen Evaluation eine grol3e Herausforderung dar [2].

Um diese Tumore fruhzeitig diagnostizieren zu koénnen, wurden
Vorsorgeprogramme zur Friherkennung des Prostatakarzinoms etabliert.
Diese beinhalten neben der digital rektalen Untersuchung eine
laborchemische Evaluation des Prostata-spezifischen Antigens (PSA) [3].
Bei auffalligen PSA Werten oder suspekten Tastbefunden schlief3t sich in
der Regel eine Stanzbiopsie an [4]. Diese wird histopathologisch
aufgearbeitet und mittels Weltgesundheitsorganisation (WHQO) Gruppe
risikoadaptiert beurteilt [5]. Der akkuraten Risikostratifizierung kommt
dabei eine entscheidende Bedeutung zu. Patienten werden nach
entsprechender WHO Gruppe (bis 2016 - Gleason Score) und PSA-Wert
einer Risikogruppe nach D’Amico- oder CAPRA (cancer of the prostate
risk assessment) - Score zugeordnet [2,6], die mal3geblich Uber das
weitere therapeutische Vorgehen entscheidet. Dabei wird Patienten der
sog. low-risk Gruppe (PSA <10 ng/mL und WHO Gruppe 1) bei
entsprechender Lebenserwartung von unter 15 Jahren eine aktive
Uberwachung (active surveillance), bei Uber 15 Jahren eine aktive
Uberwachung, kurative Radiotherapie oder bei ausdriicklichem
Patientenwunsch eine radikale Prostatektomie (RPE) empfohlen.
Patienten der intermediate-risk bzw. high-risk Gruppe hingegen werden
bei einer Lebenserwartung von mehr als 10 Jahren initial mit einer RPE
therapiert [3]. Die Prostatektomiepraparate sowie die exstirpierten
Lymphknoten werden ebenfalls histopathologisch aufgearbeitet. Anhand
des pathologischen Tumorstadiums sowie des Nodalstatus wird, unter
Einbeziehung der WHO Gruppe, eine endgultige Risikostratifizierung

sowie eine Aussage Uber die Prognose und das Progressions- und



Metastasierungsrisiko des  Prostatakarzinoms erstellt [3]. Die
Untergraduierung von Stanzbiopsien, im Vergleich zur endgultigen
Graduierung am RPE-Praparat ist ferner auch nach Modifizierung des
Graduierungssystems [7] ein weiterhin bestehendes Problem [8].
Insbesondere die Unterscheidung der WHO Gruppe 1 bis 3 und damit die
Unterscheidung zwischen einem low- und intermedium-risk Tumor ist trotz
intensiver Anstrengungen eine fortbestehende Herausforderung in der
individuellen Therapieentscheidung [9]. Bei einer Untergraduierung in die
low-risk Gruppe ist eine kurative Therapie bei Tumorprogress zu einem
spateren Zeitpunkt moglicherweise nicht mehr zu erreichen, wodurch das
Outcome des Patienten deutlich verschlechtert werden kann.

Bisher gibt es keine klinisch eingesetzten Biomarker, welche aggressive
von weniger aggressiven Tumoren unterscheiden, der
molekularpathologischen Untersuchung von Stanzbiopsien sowie der
Prostatektomiepraparate kdnnte hierbei zuklnftig aber eine entscheidende
Bedeutung zukommen.

Aggressive Phanotypen des Prostatakarzinoms, die sich durch molekulare
Alterationen der exogenen Wachstumskontrolle entziehen und somit
kastrationsresistent werden, stellen die grofl3te Herausforderung in der
Therapie von Prostatakarzinompatienten dar, insbesondere im Falle einer
initialen Zuordnung zur low-risk Gruppe [10]. Diese frihzeitig zu erkennen
und Therapiestrategien anzupassen, ist das vorrangige Ziel einer
molekularpathologischen Untersuchung. Darlber hinaus bietet die
Erforschung der molekularen Grundlagen des Prostatakarzinoms
entscheidende Madglichkeiten, zuklnftig Medikamente zu entwickeln, die
speziell auf Prostatakarzinom-spezifische Veranderungen abgestimmt
sind. Ziel der im Folgenden vorgestellten Arbeiten war es, drei Biomarker

hinsichtlich der prognostischen Relevanz zu untersuchen.

Generelle Methodik:

Zur Analyse der untersuchten molekularen Veranderungen wurde eine

grol3e klinisch-pathologisch gut charakterisierte Kohorte verwendet. Darin
enthalten sind  klinische Angaben Uber die durchgeflhrten

Therapieregime, die WHO Gruppe (Gleason-Score), das Tumor-Stadium



(T-Stadium), den Nodalstatus (N-Status), den Metastasen-Status (M-
Status), den postoperativen Resektions-Status (R-Status), den pra- und
post- operativen PSA-Wert sowie die Prostatakarzinom-spezifische
Mortalitat. DarUber hinaus Zeitintervalle bis zum Auftreten eines
biochemischen Versagens (biochemichal recurrance free survival) und

dem Auftreten von Fern- oder Lymphknoten-Metastasen.

Das Gewebe der verwendeten Kohorte wurde in den Jahren 2005 bis
2018 am Krankenhaus Goppingen, am Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein, Campus LUbeck und an der Universitatsklinik Koln gewonnen.
Die Kohorte beinhaltet Gewebe radikaler Prostatektomien, benignes
Gewebe, Stanzbiopsien, Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen sowie
durch eine transurethrale Resektion gewonnenes Gewebe von
rekurrenten Tumoren und inzidentellen Karzinomen. Hierbei lagen fur das
Gewebe des Krankenhauses Goppingen umfangreiche klinische Daten
vor. Das Patientengewebe vom Universitatsklinikum Schleswig-Holstein,
Campus Lubeck umfasst ausschliel3lich Metastasen, flr dieses Gewebe
lagen keine klinischen Daten vor.

Eine zusatzlich untersuchte Kontrollkohorte besteht aus Gewebe radikaler
Prostatektomien, das in den Jahren 1989 bis 2005 am

Universitatsklinikum Orebro, Schweden gewonnen wurde.

Nach Farbung von Gewebeschnitten mit Hamatoxin/Eosin wurden durch
erfahrene Pathologeninnen (Dr. med. Silke Hohensteiner und Dr. med.
Anne Offermann) Tumorregionen markiert, um entsprechende Bereiche in
den Paraffinblocken fur den Tissue-Microarray-Aufbau erkennen zu
kénnen.

Unter Verwendung eines semi-automatischen Tissuearrayers (AlphaMetrix
Biotech) wurden Tissue micro arrays (TMA) der Gewebeproben erstellt.
Aus den beschriebenen markierten Arealen wurden fur jeden Tumorfocus
drei 0,6mm messende Tumorproben als technisches Triplikat in einen
Paraffinblock eingebracht. Die TMA-Fertigung wurde durch die
medizinisch-technischen Laborartoriumsassitent*innen Eva Dreyer und

Wenzel Vogel durchgefuhrt.



Um die bekannte intratumorale Heterogenitat des Prostatakarzinoms
abzubilden, wurden bis zu sieben Tumorfoci eines Patienten
bertcksichtigt. Bei multiplen Foci wurde vor der statistischen Analyse der
Expressionsmittelwert  aller Proben eines Patienten ermittelt.
Karzinomgewebe, das zu klein fur die TMA-Erstellung war, wurde
gesondert am ganzen Gewebeschnitt gefarbt. In den Uberlebensanalysen
wurden Primartumore von radikalen Prostatektomien berlcksichtigt, fur
die ein post-operatives Follow-up vorlag. Ein Anstieg des PSA-Wertes
Uber den postoperativen Nadir wurde als biochemisches Rezidiv definiert

und stellte den Endpunkt der Uberlebensanalyse dar.

Das in Paraffin eingebettete TMA-Gewebe wurde als 0,6 ym messende
Schnitte auf einen Objektrager aufgebracht und anschlielliend unter
Einsatz des Ventana Discovery Systems (Ventana Medical System) mit
entsprechenden Antikorpern (im Folgenden spezifiziert)
immunhistochemisch gefarbt. AnschlieRend wurde die Farbung mittels
ultraView Universal DAB Detection Kit (Ventana Medical System)
detektiert.

FUr die computerunterstutzte, bildanalytische Quantifizierung der
nuklearen Proteinexpression im Prostatagewebe verwendeten wir die
kommerzielle Software Definiens Tissue Studio (Definiens Developer XD
2.0), welche Werte zwischen 0-99 flur verschiedene Expressionswerte
ermittelte. Fur die nukleare Expression der untersuchten Biomarker wurde
mithilfe der Farbeintensitat ein fortlaufender Wert ermittelt.

Zur Expressionsanalyse des Proliferationsmarkers Ki67 diente der
Prozentsatz immuno-positiver und somit proliferierender Zellen. Fur die
Analyse der ERG-Expression wurde ein cut-off Wert (18,0) festgelegt, um
Proben mit positiver und negativer Expression gegeneinander
abzugrenzen. Die ERG-Expression wurde als Surrogatparameter einer
TMPRESS2-ERG Translokalisation verwendet.

Fur die Farbung und Evaluierung der Stanzbiopsien wurden jeweils
Proben mit der héchsten WHO Gruppe, bei mehreren Stanzen mit gleicher

WHO Gruppe, solche mit der groRten Tumormasse und der hdchsten



WHO Gruppe fur die Analyse ausgewahlt Analog zur klinischen Routine
erfolgte die Auswahl durch die Pathologinnen Dr. med. Anne Offermann,
Dr. med. Christiane Kumpers, Dr. med. Julika Ribbat-ldel und Dr. med.
Silke Hohensteiner.

Alle statistischen Berechnungen wurden mithilfe von SPSS 2.0. (IBM)
durchgefuhrt. P-Werte kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant

gewertet.



1.2. Darstellung der Publikation 1

Publikation:

Increased mediator complex subunit CDK19 expression associates
with aggressive prostate cancer

Finn Becker, Vincent Joerg, Marie C. Hupe, Doris Roth, Rosemarie
Krupar, Verena Lubcyk, Rainer Kuefer, Verena Sailer, Stefan Duensing,
Jutta Kirfel, Axel S. Merseburger, Johannes Bragelmann, Sven Perner and

Anne Offermann

Hintergrund:
Der Mediatorkomplex ist ein evolutionar hoch konservierter, aus 33

Untereinheiten bestehender Multiproteinkomplex. Verschiedene Ko-
Aktivatoren unterschiedlicher Signalwege werden in Abhangigkeit von
Anforderungen und Einflussen auf die Zelle von spezifischen
Untereinheiten des Mediators gebunden. Hierdurch beeinflusst der
Mediatorkomplex durch Konformationsanderung die intranukleare
Interaktion mit der RNA-Polymerase Il und hat dadurch maf3geblichen
Einfluss auf die Transkription und damit auf nahezu alle zellularen
Prozesse. Somit nimmt der Mediatorkomplex eine wichtige
Verbindungsfunktion zwischen Signalwegen und der adaptierten
Genexpression ein. Eine alterierte Funktion oder Expression des
Mediatorkomplexes fuhrt somit zu einer dysregulierten Transkription.

Die Zyklin abhangige Kinase 19 (cyclin dependent kinase, CDK19) und
das Paralog CDK8 beeinflussen malgeblich die Assoziation des
Mediators und der RNA-Polymerase. Daruber hinaus sind CDK8 und
CDK19 als Ko-Aktivatoren/Repressoren an der Regulation einer Vielzahl
weiterer Signalwege beteiligt. CDK8 ist als Onkogen bereits in einigen
Tumorentitaten beschrieben worden. Die karzinogene Rolle von CDK19 ist
bisher weniger intensiv betrachtet worden. Es existieren aber Studien
bezlglich einer onkogenen Rolle in einigen Tumorentitdten. Im
Prostatakarzinom konnte insbesondere fur CDK19 eine Relevanz fur die

Entstehung aggressiver Prostatakarzinome dargestellt werden. Ziel der
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vorliegenden Studie war es mittels Immunhistochemie den Einfluss einer
erhdohten CDK19 Expression, im Hinblick auf eine steigende Expression
im Verlauf der Tumorprogression und auf einen moglichen prognostischen
Wert anhand einer Prostatagewebekohorte darzustellen. Ferner wurden
Verbindungen zu bekannten molekularen Alterationen an Gewebeproben
betrachtet. Der Fokus lag dabei auf der TEMPRESS2-ERG Genfusion,
welche die haufigste genetische Veranderung im Prostatakarzinom
darstellt. Durch die Translokation des Transkriptionsfaktors ERG werden
intrazellulare  Signalprozesse beeinflusst, die einen aggressiven

Phanotypen des Prostatakarzinoms bedingen.

Material und Methoden:
Fir die Untersuchung der CDK8 und CDK19 Expression im

Prostatakarzinom wurde Gewebe von 1208 Proben immunhistochemisch

gefarbt und analysiert. Darunter Stanzbiopsien von 174 Patienten mit
lokalisiertem Prostatakarzinom und Gewebe von 28 Patienten mit primar
metastasiertem Prostatakarzinom. DarlUber hinaus 799 Proben radikaler
Prostatektomiepraperate, 120 durch transurethrale Resektion gewonnen
Proben von 44 Patienten mit lokal fortgeschrittenen bzw. rekurrenten
Tumoren, 140 Lymphknotenmetastatsen, 67 Fernmetastasen und 82
benigne Prostatagewebesproben. Dabei wurden folgende Antikorper
verwendet: anti-CDK8 polyclonal rabbit (A302-501A, Bethyl), anti-CDK19
polyclonal rabbit (HPA007053, Sigma), anti-Androgen Rezeptor monoclonal
rabbit (SP107, Ventana Antibodies), ERG monoclonal rabbit (EPR3864,
Ventana Antibodies) und Ki-67 monoclonal rabbit (30-9, Ventana Antibodies).

Ergebnisse:
Im Vergleich zum benignen Gewebe =zeigte sich ein Anstieg der

Expressionsrate von CDK19 im primaren Prostatakarzinom (t-test,
p=0,003). Im Verlauf der Tumorprogression konnte im Vergleich mit
primarem Prostatakarzinomgewebe in Lymphknotenmetastasen (t-test
p<0,001) Fernmetastasen (t-test, p<0,001) und lokalen Rezidiven des
Prostatakarzinoms  (t-test p<0,001) eine erhdohte Expression

nachgewiesen werden. Fur das Paralog CDKS8 zeigten sich vergleichbare
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Ergebnisse allerdings kein signifikanter Unterschied im Vergleich der
Primartumore und benignem Gewebe.

Im Vergleich hormonsensitiver und kastrationsresistenter Prostatakarzinome
ergaben sich fur hormonsensitive Tumore signifikant geringere
Expressionswerte als fur kastrationsresistente Tumore (t-test p<0,001).
Vergleichbar signifikante Ergebnisse konnten auch fur die entsprechende
CDK8 Expression aufgezeigt werden.

Auch hinsichtlich eines biochemischen Rezidivs ergab sich bei moderater
und hoher CDK19 Expression ein 1,76- bzw. ein 2,81- faches Risiko
(Univariate Cox Analyse p=0,007) ein biochemisches Versagen zu
erleiden. Die 5-Jahres Rezidivraten betrugen 72,7%, 56,9 % und 30,4%
bei fehlender, moderater bzw. hoher CDK19 Expression.

Hinsichtlich einer prognostischen Relevanz von CDK8 zeigte eine

fehlende oder erhohte CDK8 Expression keine statistische Signifikanz.

Die Aussagekraft eines signifikant erhohten Rezidivrisikos zeigte sich bei
hoher CDK19 Expression in der multivariaten Cox Analyse unabhangig
von bekannten klinischen und pathologischen Markern wie der WHO
Gruppe oder dem initialen PSA-Wert. Fir eine moderate Uberexpression
ergab sich statistisch keine signifikante Korrelation.

In  Stanzbiopsien von Patienten mit primar metastasiertem
Prostatakarzinom zeigte sich in 2,3%, 39,3% und 57,1% der Falle keine,
eine mittlere bzw. eine hohe CDK19 Expressionsraten. Gewebe von
lokalisierten Karzinomen zeigte in 40,2% keine CDK19 Expression und
nur in 31,6% und 28,2% eine mittlere bzw. hohe CDK19 Expression in
Stanzbiopsien. Ferner geht eine hohe CDK19-Expression in RPE-Gewebe
mit hoheren WHO Gruppen (chi-square p=0,012) und héheren T-Stadien,
insbesondere den extraprostatischen Stadien T3a und T3b einher (chi-
square p=0,009). CDK19 korreliert darlber hinaus mit dem
Proliferationsmarker Ki67, insbesondere in Bezug auf die niedrigen WHO
Gruppen 1-3. Die Untersuchungen flir CDK8 ergaben vergleichbar
signifikante Werte.

12



Dartber hinaus zeigten sich in Gewebe mit erhdhter ERG-Expression
erhdhte Expressionswerte fur CDK19 (t-test p<0,001). Gleiches konnte auch
fur das Paralog CDK8 gezeigt werden (t-test p=0,001). Ebenfalls ergab sich
in Primarkarzinomen (n=354) eine signifikante Korrelation zwischen der
CDK19 bzw. CDK8-Expression und der AR-Expression (t-test, p<0,001,

bzw. p=0,018).

Fazit:

Zusammenfassend zeigte sich die Expression von CDK19 und CDKS in
Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen und lokalen Rezidiven im
Vergleich zu primaren Karzinomen signifikant erhéht. Gleiches konnte fur
kastrationsresistente Tumore im Vergleich zu hormonsensiblen Tumoren
gezeigt werden. Dies unterstreicht eine Implementierung der untersuchten
Mediatoreinheiten CDK8 und CDK19 in der Tumorprogression. Es zeigte
sich eine signifikant erhdhte CDK19-Expression in Biopsien von Patienten
mit schon initial metastasierten Tumoren im Vergleich zu lokalisierten
Tumoren. Daruber hinaus bot auch Gewebe von Rezidivtumoren, das
durch eine palliative transurethrale Resektion gewonnen wurden, erhoéhte
CDK19-Expressionsraten. Dadurch bestatigt sich nicht nur eine steigende
CDK19 Expression im Verlauf der Tumorprogression, sondern auch eine
erhdhte Expression vor Diagnosestellung in Stanzbiopsien aggressiver
Tumore und lasst so ein erhdhtes Metastasierungspotential in CDK19

positiven Tumoren vermuten.

Wir postulieren daher, dass durch hohe CDK19-Expressionsraten ein
besonders aggressiver Phanotyp des Prostatakarzinoms bedingt wird.
Diese These wird auch durch unsere Uberlebensanalyse bestarkt, die ein
hdheres Risiko fur ein biochemisches Versagen bei steigender CDK19-
Expression aufzeigt. Durch die gezeigten Ergebnisse und insbesondere
auch der Unabhangigkeit von bekannten klinischen und pathologischen
Prognoseparametern eignet sich CDK19 als mdglicher unabhangiger

Prognoseparameter.
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1.3. Darstellung der Publikation 2

Publikation:

TRIM24 as an independent prognostic biomarker for prostate cancer
Anne Offermann, Doris Roth, Marie C. Hupe, Silke Hohensteiner, Finn
Becker, Vincent Joerg, Jessica Carlsson, Christiane Kuempers, Julika
Ribbat-Idel, Lars Tharun, Verena Sailer, Jutta Kirfel, Maria Svensson, Ove
Andren, Verena Lubcyk, Rainer Kuefer, Axel S. Merseburger, Johannes

Brdgelmann and Sven Perner

Hintergrund:
Das tripartiv motiv 24 (TRIM24), Mitglied der Tripartiv Motiv Familie (TRIM)

ist als Onkogen fur das Prostatakarzinom beschrieben. Bisher sind Uber
80 humane TRIM-Moleklle bekannt. Diese beeinflussen malfgeblich
verschiedenste zellulare Vorgange, hauptsachlich durch Ubiquitin
abhangige post-translationale Proteinmodifikationen. Im Prostatakarzinom
nimmt TRIM24 eine wesentliche Rolle als Ko-Aktivator des
Androgenrezeptors (AR) ein und beeinflusst so die AR abhangige
Genexpression. Dartuber hinaus kommt TRIM24 eine besondere
Bedeutung zu, da die intrazelluléare Expression auch unabhangig vom AR
beeinflusst wird. Dies ist von besonderer Relevanz, da sich insbesondere
fortgeschrittene  Karzinome der durch Testosteron gesteuerten
Wachstumskontrolle entziehen und daher nicht Uber die klassischen
antiandrogenen Therapiestrategien beeinflussbar sind. Diese Karzinome,
die als kastrationsresistente Prostatakarzinome (castration resistant
prostate cancer, CRPC) bezeichnet werden, sind malgeblich fur letale
Verlaufe der Erkrankung verantwortlich. Funktionelle Studien konnten
nachweisen, dass eine hohe TRIM24 Expression die AR Signalaktivitat
auch unter antiandrogener Therapie erhoht. Dabei wurden erhohte
TRIM24 Werte in fortgeschrittenen CRPCs detektiert. Ziel dieser Studie
war es, diese Ergebnisse an der beschriebenen Kohorte zu bestatigen
und Aussagen Uber das prognostische Potential einer erhdhten TRIM24

Expression zu treffen. Ferner war es die erste Studie, die das
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prognostische Potential an praoperativen Stanzbiopsien beurteilte und so

entscheidend die praoperativen Risikostratifizierung evaluierte.

Material und Methoden:

Die Expression von TRIM24 wurde anhand zweier Kohorten analysiert.
Bestehend aus 518 Proben radikaler Prostatektomien, 26 lokal
fortgeschrittene bzw. rekurrente Tumorproben, 30
Lymphknotenmetastasen sowie 46 benigne Gewebeproben.

Die Kontrollkohorte bestand aus 288 Proben radikaler Prostatektomien
und 83 benignen Gewebeproben. Daruber hinaus standen Stanzbiopsien
von 246 Patienten zur Verfligung. Um dartber hinaus Gewebeproben von
Patienten mit niedrigem zu erwartendem Risiko fur eine Progression
aufzuarbeiten, wurden Patienten selektiert, die wahrend der initialen
Stanzbiopsie PSA-Werte <10ng/mL aufwiesen und histopathologisch die
WHO Gruppe 1 zeigten.

Verwendung fand der Antikorper anti-TRIM24 polyclonal rabbit (14208-1-
AP, Proteintech).

Ergebnisse:
Im Verlauf der Tumorprogression ergab sich fur die TRIM24 Expression

eine zunehmende mittlere nukleare Expression (t-test p<0,001). 40% der
benignen Proben waren dabei TRIM24 negativ, fur 50% der Proben wurde
eine niedrige TRIM24-Expression evaluiert.

Die TRIM24 Expressionsrate zeigte sich in Lymphknotenmetastasen,
metastasierten- bzw. rekurrenten Tumoren am Hochsten (Kruskal Wallis
p<0,001). Hinsichtlich einer prognostischen Wertigkeit wurde Gewebe von
256 Patienten im Hinblick auf eine signifikante Aussagekraft in Bezug auf
das rezidivfreie Uberleben analysiert. Die mittlere TRIM24 Expression war
in Gewebe von Patienten, die ein biochemisches Versagen erlitten,
signifikant hoher als in Gewebe von Patienten ohne Rezidiv (t-test
p=0,001). Das 5 Jahres rezidivfreie Uberleben nahm mit steigender
TRIM24 Expression kontinuierlich ab (93.1% fur fehlende, 75.4% fur
niedrige, 54.9% flir moderate und 43.1% flr eine hohe TRIM24

Expression). Die Multivariatenanalyse zeigte ein 4,87-, 8,05- und 9,83-
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fach erhodhtes Rezidivrisiko fur Patienten mit niedriger, moderater bzw.
hoher TRIM24 Expression. Dabei ist TRIM24 unabhangig von anderen

bekannten prognostischen Markern (Multivariatenanalyse p=0,004).

In der Subgruppenanalyse der WHO Gruppen 1-3 ging eine erhdhte
TRIM24 Expression mit einem signifikant verringerten rezidivfreiem
Uberleben einher (log-rank test p= 0,001). Die 5-Jahres rezidivfreien
Raten verringerte sich in der Subgruppe mit zunehmender TRIM24-
Expression und betrug 96,3% fur TRIM24 negative Tumore und 78,1%,
62,3% bzw. 50,9% fur Tumore mit niedriger, moderater bzw. hoher
TRIM24-Expression.

Um die prognostische Relevanz von TRIM24 auch an Stanzbiopsien zu
evaluieren, analysierten wir Farbungen von 244 Gewebeproben. Hierbei
ergaben sich 5-Jahres Rezidivraten von 76,8%, 74,9%, 66,7% und 54,9%
fur Gewebe mit fehlender, niedriger, moderater bzw. hoher TRIM24-
Expression (log-rank p=0,015). Zur weiteren Vereinfachung bildeten wir
Untergruppen (TRIM24 positiv und TRIM24 negativ). Auch hier zeigte sich
ein signifikanter Unterschied des 5-Jahres rezidivfreien Uberlebens
(79.6% fur TRIM24 negative Tumore und 53.1% fur TRIM24 positive
Tumore; p=0,004). Eine hohe TRIM24-Expression korrelierte darlber
hinaus mit den hohen WHO Gruppen 4 bzw. 5 in 37,7% der
Gewebeproben. In der Subgruppe der Patienten mit Stanzbiopsien der
WHO Gruppe 1 und einem PSA-Wert <10ng/ml ohne gleichzeitige
TRIM24 Expression wiesen nach 10 Jahren in 96% der Falle keine
biochemische Progression auf, wohingegen Patienten mit positiver
TRIM24 Expression in 31,2% der Falle ein biochemisches Rezidiv erlitten
und somit ein 10,68-faches Risiko fur ein biochemisches Versagen

bestand.
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Fazit:

Die Expressionsraten von TRIM24 steigen wahrend Tumorprogression
signifikant, damit konnten wir bekannte Ergebnisse an zwei unabhangigen
Gewebekohorten bestatigen. Auch bezuglich des rezidivfreien Intervalls
zeigten erhohte TRIM24-Expressionswerte eine signifikante Korrelation,
mit einem kurzeren Intervall und ist dabei unabhangig von bekannten
klinisch-pathologischen Parametern.

Von besonderer Bedeutung war die Subgruppenanalyse solcher Tumore,
die den WHO Gruppen 1-3 zugeordnet wurden. Diese Tumore werden
bezuglich einer Risikostratifizierung der low-risk oder der intermediate- risk
Gruppe zugeordnet. Durch unsere Untersuchung zeigt sich TRIM24 als
geeigneter Marker in dieser entscheidenden Subgruppe, um solche
Patienten zu selektieren, die von einer operativen Therapie profitieren
konnten. Daran anknupfend untersuchten wir auch das Gewebe von
Patienten, welche in Stanzbiopsien die WHO Gruppe 1 und in
Screeninguntersuchungen einen PSA-Wert <10ng/mL aufwiesen, also per
definitionem der low-risk Gruppe zuzuordnen sind (PSA-Werte zwischen
4-10ng/mL werden als suspekt, aber keinesfalls tumorbeweisend
interpretiert). Auch in dieser Untergruppe zeigt eine positive TRIM24-
Expression eine signifikante Korrelation mit dem Auftreten eines
biochemischen Rezidivs. Damit eignet sich TRIM24 als potentieller
Biomarker und koénnte bei der primaren Therapieentscheidung
unterstitzend eingesetzt werden. Diese gezeigten Ergebnisse sind
insofern limitiert, als dass sie an RPE-Gewebe evaluiert wurden und auf

ein praoperatives Modell Bezug nehmen.
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1.4. Darstellung der Publikation 3

Publikation:

Expression of Prostate-Specific Membrane Antigen (PSMA) on
Biopsies Is an Independent Risk Stratifier of Prostate Cancer Patients
at Time of Initial Diagnosis

Marie C. Hupe, Christian Philippi, Doris Roth, Christiane Kiimpers, Julika
Ribbat-ldel, Finn Becker, Vincent Joerg, Stefan Duensing, Verena Helena
Lubczyk, Jutta Kirfel, Verena Sailer, Rainer Kuefer, Axel Stuart

Merseburger, Sven Perner and Anne Offermann

Hintergrund:
PSMA  entspricht als transmembrandses  Glykoprotein  dem

membranstandigen Korrelat des freien PSA. Im Verlauf der
Tumorprogression konnten mehrere Studien bereits einen signifikanten
Anstieg der PSMA Expression nachweisen. Im klinischen Management
des Prostatakarzinoms findet PSMA eine vielfaltige Anwendung, so
werden radioaktive Tracer fur die radiologische Diagnostik von
Prostatakarzinom-Metastasen und lokalen Rezidiven bei rekurrenten
Tumoren verwendet, dabei dient PSMA als Zielmolekul. Daruber hinaus
wird radioaktives PSMA intraoperativ. zum Aufsuchen mdglicher
Metastasen bei Salvage-Operationen (sekundar Operation nach primarer
Radiotherapie) verwendet, wodurch deren Detektionsrate verbessert wird.
In Bezug auf die prognostische Wertigkeit von PSMA an radikalen
Prostatektomiepraparaten liegen bereits mehrere Studien vor, die bei
erhohter Expression von PSMA ein signifikant klrzeres rezidivfreies
Intervall aufzeigen konnten. Ziel dieser Studie war es nun, die Signifikanz
in Bezug auf die prognostische Wertigkeit von PSMA auch fur

Stanzbiopsien darzustellen.
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Material und Methoden:

In dieser Studie wurden 296 praoperative Stanzbiopsien, 621
Primartumore, 34 Lymphknotenmetastasen, 52 benigne Gewebeproben
sowie 43 lokal fortgeschrittene oder rekurrente Tumore, die mittels
transurethraler Resektion gewonnen wurden, untersucht. Von 124
Patienten standen korrespondierende praoperative Biopsien und
entsprechende radikale Prostatektomiepraparate zur Verfugung.
Verwendung fand der Antikorper: anti-PSMA rabbit monoclonal antibody
(SP29, SPING Bioscience)

Ergebnisse:
An den untersuchten Stanzbiopsien konnte dargelegt werden, dass

Patienten mit fehlender, niedriger, mittlerer und hoher PSMA Expression
in 16,7%, 25,7%, 39,2% beziehungsweise 60,7% ein biochemisches
Versagen erlitten. Dabei lag die funf Jahresrezidivrate bei 88,2%, 74,2%,
67,7% sowie 26,8% in den entsprechenden Expressionsgruppen
(fehlende, niedrige, mittlere und hohe Expression). Nach Adjustierung der
PSMA Expression an den PSA Wert konnte in der multivariaten Analyse
eine unabhangige Korrelation zu den bekannten prognostischen Markern
gezeigt werden (p=0,008). Somit zeigte sich ein circa 4-fach erhohtes
Risiko von Patienten mit PSMA positiven Stanzbiopsien im Verlauf ein
biochemisches Versagen zu entwickeln.

Vergleichbare statistische Ergebnisse konnten auch fur die untersuchten
RPE-Praparate dargestellt werden (p<0,001). Die funf Jahresrezidivraten
betrugen 87,3%, 81,6%, 77% und 43,8% fir Patienten mit fehlender,
mittlerer oder hoher PSMA Expression in den untersuchten radikalen

Prostatektomien.

Die Expression von PSMA stieg auch im Verlauf der Tumorprogression an
(p< 0,001). Dabei korrelierte die PSMA Expression mit hohen WHO
Gruppen, der PSA Expression von praoperativen Stanzbiopsien, dem T-
Stadium sowie dem Nodal Status. Die PSMA Expression in Stanzbiopsien

korrelierte dabei ferner mit der Expression von PSMA in
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korrespondierenden RPEs sowohl in Bezug auf die mittlere als auch

maximale Expression (p= 0,006 bzw. p=0,022).

Fazit:

Eine erhdhte PSMA Expression in praoperativen Biopsien ging mit einem
erhdhten Risiko fur ein biochemisches Rezidiv nach kurativ intendierter
Prostatektomie einher, durch die in der Multivariatenanalyse gezeigte
Unabhangigkeit von weiteren etablierten Biomarkern qualifiziert sich
PSMA als zusatzlicher Biomarker zur Beurteilung und Risikostratifizierung
von praoperativer Biopsien. Dies ist insbesondere von besonderer
Bedeutung da PSMA in vielen pathologischen Instituten bereits als
etablierter Biomarker in der Beurteilung von radiaklen
Prostatektomiepraperaten Verwendung findet. Somit liegen standardisierte
Farbeprotokolle bereits vor, die fir auch zur Analyse von Stanzbiopsien
ubertragen werden kénnten.

PSMA wurde bereits in mehreren Studien hinsichtlich einer
prognostischen Relevanz in RPE-Praparaten untersucht, mit der
vorliegenden Studie konnten entsprechende Ergebnisse bestatigt werden.
Auch eine steigende PSMA Expression im Verlauf der Tumorprogression
konnte durch die dargelegten Ergebnisse analog zu Voruntersuchungen
verifiziert werden.

Zusammenfassend bietet die Zusatzanalyse von PSMA auf praoperativen
Stanzbiopsien, insbesondere durch die breite Verfugbarkeit in
pathologischen Instituten, eine gute Moglichkeit hinsichtlich einer
Stratifizierung von Patienten in die entsprechenden Risikogruppen und

konnte so zur Therapieentscheidung beitragen.
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1.5. Gesamtkonklusion

Das Prostatakarzinom zeichnet sich durch einen sehr variablen Verlauf
aus. Viele dieser Karzinome verlaufen indolent, eine Subgruppe von
Patienten hingegen entwickelt fortgeschrittene und metastasierte
Karzinome, die sich durch eine hohe Rate an molekularen Alterationen
auszeichnen [11]. Bisher konnten trotz intensiver Anstrengungen
allerdings keine Biomarker etabliert werden, die den Krankheitsverlauf
unabhangig von bekannten und in der Kklinischen Routinediagnostik
eingesetzten klinisch-pathologischen Parametern prognostizieren kdnnen
[9,12].

Ziel der vorliegenden Arbeiten war es, molekulare Merkmale an
Patientengewebe zu untersuchen, um zuklnftig weitere Moglichkeiten zu
entwickeln, Patienten mit entsprechenden prognostisch relevanten
Veranderungen aufzuspliren und diese frihzeitig einer gezielten, am

individuellen Risiko adaptierten Therapie zuzufuhren.

In den Publikationen zu TRIM24 (Kap. 1.3.) und PSMA (Kap. 1.4.) konnte
eine steigende Expression wahrend der Tumorprogression, wie in einigen
Studien bereits beschrieben [13,14], bestatigt werden. Bezlglich eines
kirzeren rezidivfreien Intervalls zeigten sowohl erhdhte TRIM24- als auch
PSMA-Expressionswerte eine signifikante Korrelation. Die Studie zu
PSMA war hierbei die Erste, die diese Korrelation an praoperativ
entnommenen Stanzbiopsien darlegte. So ergibt sich flr Patienten mit
PSMA-positiven Stanzbiopsien ein siebenfach erhdhtes Risiko flr ein
biochemisches Rezidiv, eine Zusatzanalyse des bioptischem Materials
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung konnte so eine entscheidende

Zusatzinformation hinsichtlich des Therapiekonzepts liefern.

Von besonderer Bedeutung in Bezug auf die TRIM24-Expressionsanalyse
war die Subgruppenanalyse solcher Tumore, die den WHO-Gruppen 1-3
zugeordnet wurden. Diese Tumore werden bezlglich einer

Risikostratifizierung der low-risk oder der intermediate-risk Gruppe
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zugeordnet. Patienten mit Tumoren der intermediate-risk Gruppe wird
gemal der Leitlinien bei ausreichender Lebenserwartung und Operabilitat
eine primare radikale Prostatektomie als Therapie der ersten Wahl
angeboten, Patienten der low-risk Gruppe wird dahingehend in aller Regel
das Konzept der active surveillance als bevorzugtes Therapie bzw.
Uberwachungskonzept vorgeschlagen [3]. Dies stellt einen erheblichen
Unterschied bezuglich der Intensitat der Therapie dar und zeigt auf, dass
eine zusatzliche Risikostratifizierung der Patienten dringend bendétigt wird
und TRIM24 Expressionsanalysen hierzu einen entscheidenden Beitrag

leisten konnte.

In der Veroffentlichung ,/ncreased mediator complex subunit CDK19
expression associates with aggressive prostate cancer* wurden
Ergebnisse einer vorangegangenen in silico TCGA- (the cancer genome
atlas) Datenanalyse bestatigt, die eine erhdhte CDK19 Expression mit
einem aggressiven Verlauf des Prostatakarzinoms in Verbindung gebracht
haben [15]. Entsprechende Ergebnisse wurden an einer gro3en klinisch-
pathologisch gut charakterisierten Kohorte bestatigt. Dabei konnte
dargelegt werden, dass sich insbesondere CDK19 durch die gezeigte
Unabhangigkeit von etablierten Prognosefaktoren als maoglicher
prognostischer Biomarker eignet.

Daran anknipfend wurden auch in vitro Versuche durchgefiihrt [16]. Diese
zeigten, dass durch kleinmolekulare Inhibitoren oder Herabregulation von
CDK19, eine signifikant verringerte Migrationstendenz der Zellen
nachgewiesen werden konnte. Dies lasst auf ein verringertes
metastasierendes Potential schlieen [15,16] und konnte als mdglicher
neuartiger Therapieansatz flr aggressive Prostatakarzinome dienen.

Diese weitergehende Aufarbeitung zeigt, dass Biomarkerstudien Anlass
geben konnen, entsprechende Molekule auch funktionell zu untersuchen.
Dadurch erhdht sich das Verstandnis von molekularen Alterationen in
Karzinomen, ferner werden Ansatzpunkte flr mogliche neuartige

Therapiekonzepte ableitbar.
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Die dargelegten Ergebnisse zu den einzelnen untersuchten Biomarkern
beschreiben mogliche immunpathologische Zusatzuntersuchungen an
Stanzbiopsien zum Diagnosezeitpunkt  sowie an radikalen
Prostatektomiepraparaten und zeigen flur sich betrachtet eine statistische
Signifikanz auf. Die untersuchten Biomarker kdnnen in Untergruppen von

Patienten zu einer Verbesserung der Risikostratifizierung beitragen.

Generell bieten sich zur Evaluation von mdglichen Biomarkern, wie in
dieser Arbeit dargelegt, retrospektive Kohortenstudien als sinnvoller
Screeningansatz an. Von Vorteil ist dabei unter anderem die Verfugbarkeit
von Kklinischen Daten, die in Kombination mit dem entsprechenden
Patientengewebe zu statistischen Auswertungen herangezogen werden
konnen. Etablierte Kohorten sind dabei fur multiple Untersuchungen

nutzbar.

Zur simultanen Untersuchung einer grolRen Gewebeprobenanzahl bieten
sich technisch insbesondere die Etablierung von TMAs an.
Entscheidender Vorteil der TMAs besteht in der geringen Gewebemenge,
die fur die immunhistochemischen Multiplexanalysen verwendet werden.
Ferner konnen multiple Patienten sowie Tumorregionen auf einem
Objekttrager abgebildet werden, wodurch sich der Verbrauch der
eingesetzten Biomarker sowie Reagenzien deutlich verringert und sich

generell ein hdherer Durchsatz erreichen Iasst.

Die Kombination aus retrospektiv erhobenen klinischen Daten und der
Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen auf TMA-Basis
erwies sich als ideale Plattform fur die in dieser Arbeit dargelegten
Studien.

In Anbetracht der Komplexitat von Tumorentstehung und Progression sind
weitere diesbezugliche Untersuchungen sinnvoll, um weitere madgliche
Biomarker zu evaluieren und =zusatzlich das Verstandnis der
Tumorprogression zu erhéhen. Erganzend sind zukunftig auch
randomisierte prospektive Studien erforderlich, um Biomarker oder

Biomarkerpanel in der klinischen Routinediagnostik zu etablieren.
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